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Resumo
A descoberta de ácidos nucleicos fetais livres no plasma de gestantes possibilitou o de-
senvolvimento de novos testes de diagnóstico pré-natal não invasivo para a determina-
ção do sexo e do Rh fetal. Esses testes foram implantados no sistema de saúde pública de 
diversos países da Europa há mais de cinco anos. As novas possibilidades de aplicação 
diagnóstica dessas tecnologias são a detecção de aneuploidias cromossômicas fetais, de 
doenças monogênicas fetais e de distúrbios relacionados com a placenta, temas pesqui-
sados intensivamente por diversos grupos ao redor do mundo. O objetivo deste estudo é 
expor a situação brasileira no âmbito de pesquisa e utilização clínica dos testes disponí-
veis comercialmente que utilizam esses marcadores moleculares plasmáticos, ressaltan-
do as vantagens, tanto econômicas quanto de segurança, que os testes não invasivos têm 
em relação aos atualmente utilizados em nosso sistema de saúde pública.
Unitermos: Diagnóstico não invasivo; pré-natal; ácidos nucleicos livres; DNA fetal; plas-
ma materno; Brasil.
©2012 Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.
summaRy
Use of cell-free fetal nucleic acids in maternal blood for prenatal 
diagnosis: the reality of this scenario in Brazil 
The discovery of cell-free fetal nucleic acids in the plasma of pregnant women has al-
lowed the development of new, noninvasive prenatal diagnostic tests for the determi-
nation of fetal gender and Rh. These tests have been implemented in the public health 
system in several countries of Europe for over five years. The new possibilities for diag-
nostic use of these technologies are the detection of fetal chromosomal aneuploidies, 
monogenic fetal disorders, and placental-related disorders, subjects that have been in-
tensively studied by several groups around the world. The aim of this review was to assess 
the Brazilian research and clinical scenarios regarding the utilization of commercially 
available tests that use these plasma markers, stressing the advantages, both economic 
and safety-related, that non-invasive tests have when compared to those currently used 
in the Brazilian public health system. 
Keywords: Noninvasive diagnosis; prenatal care; free nucleic acids; fetal DNA; maternal 
plasma; Brazil. 
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IntRodução
O desenvolvimento e aprimoramento de testes de diagnós-
tico não invasivo são objetivos constantemente almejados 
na medicina. A descoberta de DNA fetal livre no plasma 
de gestantes1, associada à enorme sensibilidade das técni-
cas de biologia molecular que permitem detectar quanti-
dades muito pequenas de ácidos nucleicos, possibilitou o 
desenvolvimento de novos testes de diagnóstico pré-natal 
(DPN) não invasivo.
Atualmente, sabe-se que o DNA livre fetal compõe cer-
ca de 6% do total presente na circulação sanguínea mater-
na2, sendo completamente eliminado após o parto3 (meia 
vida média de 16 minutos). Esses ácidos nucleicos são 
liberados principalmente através da apoptose das células 
trofoblásticas que compõem a placenta4-6. Seu isolamento 
a partir do plasma materno é relativamente simples, barato 
e adaptável à rotina de laboratórios clínicos.
A principal dificuldade técnica desse tipo de análise é a 
diferenciação entre o DNA fetal livre e o DNA materno li-
vre, presente no plasma em quantidades superiores ao pri-
meiro, o que só é possível quando são analisados genes ou 
segmentos de DNA fetal cujas sequências sejam diferentes 
do genótipo materno.
Além de DNA, circulam no plasma materno também 
RNAs mensageiros (mRNAs)7 e microRNAs (sequências 
curtas de RNAs com função de regulação pós-transcri-
cional)8 de origem fetal. A análise destes tipos de ácidos 
nucleicos apresenta uma vantagem em relação à do DNA, 
pois permite a avaliação da expressão gênica fetal, poden-
do refletir não somente características genéticas do mes-
mo (DNA), mas situações fisiológicas momentâneas9,10. 
O objetivo deste trabalho é situar o Brasil no cenário 
de testes de diagnóstico pré-natal não invasivo, ressaltan-
do os testes que já estão disponíveis na prática clínica em 
diversos países, e o que ainda é possível desenvolver a par-
tir da análise dos ácidos nucleicos fetais livres (ANFL) no 
plasma de gestantes.
testes de dIagnóstIco utIlIzados na RotIna pRé-natal
sexo Fetal
A detecção de sequências do cromossomo Y no plas-
ma materno indica que o sexo do feto é masculino, pois 
mulheres normais não possuem cromossomo Y em seus 
genomas. Nas gestantes em que não se detecta tais se-
quências, presume-se que o feto seja do sexo feminino. A 
determinação do sexo fetal foi o primeiro teste a usar a 
análise de ácidos nucleicos fetais no sangue materno dis-
ponível clinicamente11.
A maioria dos testes disponíveis detecta a região deter-
minante do sexo (SRY) do cromossomo Y12, embora ou-
tras sequências específicas do cromossomo Y tenham sido 
descritas, como DYS13-15, DYZ16 e DAZ17.
Ao longo dos anos o teste foi aprimorado. Atualmente 
apresenta mais de 99% de sensibilidade e especificidade a 
partir da sexta semana de gestação, chegando a mais de 
99,9% a partir da oitava semana. Existem algumas ferra-
mentas que garantem a segurança do teste, como a utili-
zação de controles internos para evitar resultados falso- 
negativos (falsa avaliação do sexo fetal feminino)18.
Fora a curiosidade em saber o sexo fetal, a principal 
aplicação clínica da determinação do sexo fetal é o auxílio 
na investigação de doenças genéticas ligadas ao cromos-
somo X19,20, como Distrofia Muscular de Duchene e He-
mofilia, em que a confirmação do sexo feminino exclui a 
possibilidade de o feto ser portador de tais doenças, ou até 
mesmo indica o tratamento de doenças metabólicas asso-
ciadas à ambiguidade da genitália, como Hiperplasia Con-
gênita da Adrenal (HCA)12.
Em países como a China, o teste é proibido por razões 
éticas21, a não ser quando o conhecimento do sexo fetal 
ofereça possibilidade de tratamento intraútero. Alguns 
países europeus oferecem o teste gratuitamente no sistema 
de saúde pública para investigação de doenças ligadas ao 
sexo22. No Brasil, esse teste foi primeiramente descrito por 
Levi e colaboradores em 200323. Atualmente o teste é ofe-
recido comercialmente àquelas famílias que desejam saber 
o sexo fetal, a partir da sétima semana de gestação, por 
diversos laboratórios particulares do Brasil. 
Com o avanço tecnológico, os custos da determinação do 
sexo fetal têm diminuído24, tornando o teste mais acessível e 
abrindo novas perspectivas de manejo de doenças genéticas 
ligadas ao cromossomo X, como já descrito anteriormente, 
inclusive no âmbito do Sistema Único de Saúde (SUS).
RH Fetal
A determinação genética não invasiva do genótipo RhD 
fetal em mães RhD negativas através da detecção do 
DNA fetal livre no plasma materno foi primeiramente de-
monstrada em 1998 por Lo et al.25. Desde então, métodos 
mais robustos foram desenvolvidos e hoje o teste é ofere-
cido no sistema de saúde pública de diversos centros da 
Europa (Bélgica, Reino Unido, França, Holanda, Alema-
nha, Espanha) com alta precisão (sensibilidade de 100% 
e especificidade de 98,6%)26. O teste vem sendo estudado 
no Brasil por alguns grupos27,28 e um deles conseguiu de-
monstrar sua aplicabilidade em populações miscigenadas 
como a nossa, com 100% de precisão29. 
Entre as gestantes RhD negativas, há 16% de chance de 
sensibilização ao antígeno RhD quando carregam um feto 
RhD positivo e consequente desenvolvimento da doença 
hemolítica do recém-nascido30.
Existe profilaxia contra a resposta imune materna, fei-
ta por meio da administração da imunoglobulina anti-D, 
que se liga e neutraliza os antígenos RhD fetais. No Bra-
sil, esse tratamento é realizado em todas as gestantes RhD 
negativas durante a gestação, independente do genótipo 
fetal. Como 40% das gestantes RhD negativas carregam 
fetos também RhD negativos, a profilaxia nesses casos é 
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desnecessária. Adicionalmente, o medicamento é obtido a 
partir de sangue humano (derivado do plasma), apresen-
tando um risco teórico de propagação de infecções e ocor-
rência de reações de sensibilidade31.
No momento, poucos laboratórios particulares dispo-
nibilizam o teste comercialmente no Brasil. A implantação 
do teste no sistema de saúde pública brasileiro é de extre-
ma importância para evitar os riscos atrelados à profilaxia 
com a imunoglobulina anti-D, sendo inclusive economi-
camente vantajoso, pois eliminaria os custos despendidos 
com a profilaxia desnecessária e com a realização dos testes 
para o monitoramento da sensibilização materna, como já 
foi demonstrado em outros países32.
novas possIbIlIdades de aplIcação
aneuPloidias cRoMossôMicas
Existem duas grandes linhas de pesquisa de testes de DPN 
não invasivo de aneuploidias cromossômicas fetais. Uma 
delas está focada na análise de DNA fetal livre, por meio 
de técnicas extremamente sofisticadas33, como PCR digi-
tal34 (contagem de cada molécula de DNA) e sequencia-
mento em massa, (sequenciamento simultâneo de milhões 
de moléculas de DNA)35,36, que permitem, em teoria, uma 
quantificação precisa das pequenas variações no DNA li-
vre total (materno + fetal) consequente à presença de ma-
terial genético extra ou ausência de material em relação 
ao normal, dependendo da aneuploidia. As duas grandes 
limitações da implantação prática desta técnica são seus 
custos elevados e a complexidade que envolve esta tecno-
logia, incluindo sofisticados softwares de bioinformática. 
Além disso, o diagnóstico só foi alcançado em situações 
experimentais, em que era necessário um volume inicial 
de sangue muito grande e proporções de DNA livre fetal 
que não condizem com a realidade prática.
A outra linha de pesquisa está focada na análise da 
expressão gênica fetal, onde são isolados do plasma ma-
terno mRNAs específicos do feto (os quais são expressos 
principalmente pelo tecido placentário). O teste é baseado 
na abordagem SNP/mRNA, em que a razão entre os alelos 
de polimorfismos de único nucleotideo (SNPs) localiza-
dos em genes expressos pelo tecido placentário permite a 
detecção da cópia extra do cromossomo onde estão loca-
lizados os genes investigados37-39. A frequência de heterozi-
gose dos polimorfismos varia entre diferentes populações, 
portanto o teste deve utilizar polimorfismos informativos 
para cada grupo étnico. 
Recentemente foram publicados três grandes estudos 
sobre a eficácia dos testes que analisam DNA fetal utili-
zando sequenciamento em massa40-42, demonstrando sen-
sibilidade e especificidade elevados. Contudo, como esses 
testes estão baseados em tecnologias extremamente caras 
e sofisticadas que não permitem a análise simultânea de 
muitas amostras (baixo rendimento) e o tempo para a libe-
ração do resultado é alto, não há viabilidade de aplicação 
em laboratórios clínicos individuais e menos especializa-
dos. O teste teria que ser realizado em grandes centros iso-
lados que detêm a tecnologia, a altos custos.
Alguns especialistas apontam a abordagem SNP/mRNA 
como a mais promissora para o DPN não invasivo de 
aneuploidias cromossômicas, pois a metodologia é relati-
vamente simples de ser implantada em laboratórios clíni-
cos pequenos, os custos são razoáveis e o diagnóstico já 
foi alcançado utilizando amostras de plasma materno com 
alto rendimento, sensibilidade de 92% e especificidade de 
100%43. Para que isso seja confirmado, são esperados re-
sultados de estudos em larga escala.
Uma empresa privada norte-americana está oferecen-
do o teste comercialmente neste país desde março deste 
ano, prometendo resultados em 10 dias úteis. A empresa 
baseia-se em resultados recém publicados de um estu-
do prospectivo utilizando sequenciamento em massa do 
DNA fetal no plasma materno, feito com 532 amostras, 
que alcançou 100% de especificidade nas trissomias mais 
prevalentes44. No Brasil não há, até o presente momento, 
nenhum estudo publicado a respeito de diagnóstico não 
invasivo de aneuploidias cromossômicas fetais.
doenças MonoGênicas
A investigação de doenças monogênicas com prevalência 
elevada, como talassemias em populações de origem me-
diterrânea e fibrose cística em populações de origem eu-
ropeia, deveria, em teoria, fazer parte da rotina de investi-
gação pré-natal. Nos casos de doenças monogênicas raras, 
como doença de Huntington, a investigação deveria ser 
realizada quando há histórico familiar da doença.
O DPN não invasivo de doenças monogênicas de he-
rança paterna dominante é possível por causa da ausência 
do alelo causador da doença no genoma materno, e, até o 
momento, foi realizado em pelo menos uma gestação para 
as seguintes doenças: doença de Huntington45-47, acondro-
plasia48-50, distrofia miotônica51 e síndrome de Apert52.
Doenças autossômicas recessivas geralmente são difí-
ceis de diagnosticar não invasivamente, pois ainda não há 
uma maneira de fazer a distinção entre os alelos maternos 
e paternos idênticos. Por isso, o DNA fetal livre no plasma 
materno só pode ser utilizado para determinar o estado de 
portador do feto em heterozigotos compostos, pela detec-
ção do alelo da doença herdado do pai (nos casos em que 
mais de um alelo é conhecido para tal doença), e quando os 
alelos maternos e paternos são diferentes. Até o momento, 
o estado portador do feto foi determinado utilizando DNA 
fetal livre nas seguintes doenças genéticas recessivas, em ao 
menos uma gestação, em alguns países da Europa: fibro-
se cística53-55, β-talassemia56, α-talassemia 157, hiperplasia 
congênita da adrenal58 e hemofilia59. Ainda não há estudos 
ou relatos de casos no Brasil da utilização de ANFL para o 
diagnóstico não invasivo de doenças autossômicas recessi-
vas, nem para doenças monogênicas de herança paterna.
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distúRBios Relacionados coM a Placenta
A literatura recente tem proposto que os ANFL podem ser 
utilizados para a predição de distúrbios cuja etiologia tem 
como base o desenvolvimento placentário deficiente, uma 
vez que este está associado ao aumento da apoptose das 
células trofoblásticas que compõem a camada mais exter-
na da placenta5.
Diversos grupos fizeram associação entre o aumento 
da quantidade de ANFL no plasma materno e distúrbios 
cuja etiologia parece estar relacionada ao desenvolvimento 
placentário deficiente. Alguns exemplos são pré-eclamp-
sia60-62, síndrome HELLP63, restrição de crescimento fe-
tal64,65, parto prematuro66,67, placenta acreta68, placenta in-
creta69, hiperemese gravídica70 e polidrâmnio71. Em alguns 
casos, foi constatado que há um aumento nos níveis de 
ANFL antes do estabelecimento dos sintomas, e, que sua 
quantidade se correlaciona com a gravidade da doença.
A grande limitação da utilização de ANFL como mar-
cadores desses distúrbios placentárias é que muitas delas 
apresentam etiologia multifatorial, ou, muitas vezes, ainda 
desconhecida. É necessário primeiro elucidar a natureza 
dessas patologias, bem como estabelecer uma curva de 
normalidade de concentração de ANFL em gestações nor-
mais, para que, posteriormente, se proceda a análise nas 
gestações afetadas.
conclusão
A determinação não invasiva do sexo e do Rh fetal já está 
bem estabelecida e é utilizada clinicamente há mais de cin-
co anos por diversos países da Europa72-74. No Brasil, es-
ses testes têm uso restrito pelo alto custo. Sua implantação 
no sistema de saúde pública seria de extrema importância 
como alternativa aos procedimentos invasivos, pois estes 
geram riscos à gestação e acabam se tornando ultrapassa-
dos se comparados à segurança e à precisão dos novos tes-
tes. Além disso, a utilização dos testes não invasivos pode 
ser vantajosa do ponto de vista econômico, dado que o va-
lor de um teste não invasivo tende a ser inferior ao de um 
teste invasivo, e com o resultado precoce é possível evitar 
os gastos desnecessários com profilaxia Rh em gestantes Rh 
negativas e terapia para HCA em fetos do sexo masculino. 
O Brasil possui um grande potencial para o desenvol-
vimento de pesquisa de ponta e inovadora em DPN, uma 
vez que dados recentes do Instituto Brasileiro de Geografia 
e Estatística (IBGE) revelam que há 2,5 milhões de nas-
cimentos por ano no país e um número ainda maior de 
gestações, tanto saudáveis quanto afetadas por diferentes 
complicações. Tal potencial deveria ser explorado pelos 
grupos de pesquisa especializados em cada tipo de com-
plicação decorrente da gestação (como pré-eclampsia, 
fetos com aneuploidias, doenças monogênicas, entre ou-
tras), para que o resultado dessas pesquisas seja devolvido 
à sociedade sob a forma de testes mais seguros e eficazes, 
disponibilizados nos sistemas de saúde pública.
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